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摘 要 


利用 3 ~ 辆 基 乳 糖 反应 特性 和 对 不 同 碳 源 培养 基 上 生长 能 力 的 相关 性 ， 用 DYL 和 YBS 培养 基 从 桃 树 新 
鲜 幼 嫩 的 冠 冶 中 分 离 到 具 致 瘤 力 的 土壤 杆菌 KK-8 菌株 。 对 四 株 国 内 分 离 的 致癌 菌株 鉴定 ， 确 定 菌 株 S-1、 
了 -1 为 根瘤 土壤 杆菌 生物 [型 菌株 ， 而 K-8 和 702 为 根 冶 土 壤 杆 菌 生物 工 型 菌株 。 


致癌 土壤 杆菌 能 通过 所 携带 的 Ti 质粒 使 多 种 高 等 植物 产生 冠 瘦 瘤 。 Ti 质粒 有 可 能 
作为 探 针 探索 植物 基因 结构 、 基 因 表 达 及 肿瘤 发 生 、 逆 转 等 机 制 ， 还 有 用 作 高 等 植物 基 
因 工 程 载体 的 希望 (11。 为 了 研究 冠 瘦 和 Ti 质粒 ， 我 们 分 离 并 对 已 收集 到 的 国内 分 离 的 
几 个 致癌 菌株 进行 了 初步 鉴定 。 


材料 和 方法 
致癌 土壤 杆菌 的 分 离 


分 离 冠 瘦 材 料 ， 昆 明 市 郊 以 海 尝 为 砧木 的 桃 树 新 鲜 的 冠 瘦 ， 淡 黄色 ， 外 形 光滑 。 

培养 基 ， 分 离 培养 基 用 DYL 培养 基 ， 每 升 含 10 克 和 乳糖 ，5 克 酵 母 膏 、10 克 碳 酸 
钙 、15 克 琼脂 。 斜 面 培养 基 或 用 DYL 培养 基 或 用 YBS 培养 基 。 后 者 每 升 含 5 SERERE, 
1 克 酵 母 膏 ， 5 WERI, 33EFAW. 15 克 琼 脂 。 发 酵 培 养 基 用 了 了 BS 液体 培养 基 ， 
所 有 培养 基调 pH 到 7.0，15 磅 蒸气 灭 菌 30 分 。 

分 离 方法 ， 切 下 冠 瘦 ， 水 洗 、75% 酒 精 擦 净 表 面 ， 入 无 菌 研 钵 。 加 少量 无 菌 石英 砂 
和 水 ， 研 碎 ， 取 0.1 毫 升 稀释 、 涂 在 DYL 培养 基 平 严 中 ，28*C E 养 两 天 ， 取 无 色 、 粘 
性 、 光 滑 的 单 菌落 ， 接 YBS 培养 基 ， 观 察 28"C 生 长 情况 。 同 时 ， 用 Benedict 试剂 在 原 
DYL 平板 上 测 3- 酮 基 乳 糖 反应 52]。 

结 瘤 试验 ， 取 经 初 第 可 能 属 土壤 杆菌 的 菌株 入 YBS 液体 培养 基 ，28"C 振 葛 培 养 18 
一 24 小 时 。 向 生长 7 一 10 天 的 向 日 著 苗 胚 轴 部 或 落地 生根 (Bryophyllum pinnatum) 幼 
蔡 茎 节 ， 用 注射 器 穿刺 接种 菌 液 。 7 一 10 天 后 观察 向 日 蓉 结 果 ，20 天 后 观察 落地 生根 结 
ADR, 

nopaline 鉴定 方法 参见 [3 ]。 

菌 种 鉴定 

鉴定 菌株 ; 我 们 从 云南 昆明 桃 树 根 冠 瘦 上 分 到 的 K-8 株 。 王 业 惑 从 河北 昌黎 柳 桃 根 冠 


本 文 于 1980 年 11 月 25 日 收 到 。 
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一 株 菌 ， 暂 定 为 S-1。 张 锡 津 从 杨 树 冠 瘦 上 分 到 的 一 株 菌 ， 暂 定名 为 B-1 株 。 
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石井 牛奶 反应 用 常规 方法 。3- 酮 基 乳 糖 反应 用 Bernaerts 和 DeLey 的 方法 ， 但 菌株 
培养 2 一 4 天 后 才 鉴 定 。 不 同 碳 源 下 生长 的 观察 分 别 用 含 1 % 赤 SERERE. 0.2% 乳酸 
钠 、0.2% 酒 石 酸 钾 、1% 蘑 糖 .1%D- 甘 露 糖 的 基本 培养 基 进 行 。 培 养 基 调 pH7.0， 过 滤 
灭 菌 后 使 用 。 接 菌 后 ，28°C 培 养 3、7、14 天 进行 观察 。 产 酸 情况 通过 观察 预 加 0.0016% 
(W/V) 溴 甲 酚 紫 的 培养 基 接 种 培养 后 颜色 变化 来 判断 。 基 本 培养 基 配 方 每 升 含 Mg>O4， 
7H,O 0.2535, CaCl,2H,O 0.0253, Na,HPO,*12H,O 1.276, KH,PO, 0.5556, 
NaCl 0.2535, FeSO,(NH,)SO,*6H,O 0.43E TÉ, ZnSO,*7H,0 0.162€ 3x, CuSO,-5H,O0 
0.082&3:, H,BO, 0.5%, MnSO,H,O 0.43E 3E, NH,NO, 0.595, MRE 2.58m. 

接 瘤 试验 ， 胡 萝卜 根 和 马 铃 曹 块茎 结 瘤 试 法 见 563 ， 其 它 都 用 注射 器 穿刺 接种 法 进 
行 。 








结果 和 讨论 

致癌 土壤 杆菌 K-8 菌株 的 分 离 

用 上 述 介绍 的 方法 ， 我 们 分 到 至 
ELITA 人 -8 菌株 ， 见 图 1-1。 它 
能 在 向 日 昔 和 落地 生根 上 结 瘤 ， 落 地 
生根 上 结 瘤 结果 见 图 1- 2 。 

幼 嫩 新 鲜 的 冠 瘦 组 织 中 活 的 致癌 
土壤 杆菌 多 ， 杂 菌 少 ， 不 用 选择 性 高 
的 培养 基 就 能 分 到 所 要 菌株 。 同 时 ， 
还 可 取 小 抉 冠 瘦 测 定 特异 E E: 
型 ， 预 测 分 得 菌株 中 Ti 质粒 类 型 。 
经 测定 ， 这 里 原始 材料 含 nopaline, 
预测 可 分 到 带 nopaline 型 Ti 质粒 的 EDI ERKENI UN: 
菌株 。 2. K-8 菌株 诱发 产生 的 落地 生根 冠 瘦 。 

分 离 指 定 菌株 常用 选择 性 培养 基 。 但 选择 性 过 强 ， 容 易 漏 笑 ; 选择 性 过 弱 ， 杂 茵 其 
多 。 我 们 原始 分 离 材料 杂 菌 不 多 ， 应 防 漏 筛 。 致 癌 土 壤 杆 菌 有 两 种 生长 类 型 ， 第 一 类 在 
蔗糖 培养 基 上 生长 良好 , 第 二 类 在 一 般 培 养 基 上 生长 都 不 很 好 。 虽 然 有 专 筛 第 一 类 57,8,9] 
或 专 饰 第 二 类 ci0 土壤 杆菌 的 选择 培养 基 ， 但 至 今 没 有 同时 筛 出 两 类 菌株 的 选 择 培养 
基 。 我 们 注意 到 这 两 类 菌 在 DYL 培养 基 上 都 生长 和 良好， 利用 两 类 菌株 3- 酮 基 和 乳糖 反应 
的 不 同和 它们 在 蔗糖 培养 基 上 生长 的 相关 性 ， 采用 具 一 定 选择 性 的 DYL 培养 基 和 普通 
的 YBS 培养 基 进 行 筛选 。 凡 在 DYL 培养 基 上 生长 良好 、 3 - 酮 基 乳 糖 反应 为 正 的 ， 属 
第 一 类 菌株 ， 它 们 应 在 YBS 培养 基 上 生长 良好 ， LE DYL 培养 基 上 生长 良 好 ，3- 酮 
基 乳 糖 反应 为 负 的 ， 属 第 二 类 菌株 , 应 在 YBS 培养 基 上 生长 贪 乏 。 其 它 都 作 杂 菌 处 理 。 
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用 这 种 方法 漏 第 菌株 不 多 。 这 里 第 到 的 K-s 菌株 是 DYL 培养 基 上 生长 良好 ，3- 酮 基 
乳糖 反应 为 负 ， 在 YBS 培养 基 上 生长 贫乏 的 第 二 类 菌株 。 

向 日 苑 和 落地 生根 对 一 般 致癌 土壤 杆菌 都 较 敏感 。 前 者 容易 培养 ， 反 应 快速 。 后 者 
虽然 要 20 多 天 才 看 出 反应 ， 但 由 所 得 冠 瘦 外 形 ， 可 以 推测 菌株 Ti 质粒 类 型 GD。 开 -8 株 
诱发 的 落地 生根 冠 瘦 属 光滑 型 ， 推 测 含 nopaline 型 Ti 质粒 。 

几 株 致癌 土壤 杆菌 的 初步 鉴定 

所 有 鉴定 菌株 都 是 革 兰 氏 阴 性 菌 。 杆 状 , ROME. 菌落 无 色 、 光 滑 、 带 粘性 。 开 -8 株 
菌 体 大 小 为 1 一 1.1x1.5 一 2.7 微 米 。 其 它 各 项 结果 见 表 1 。 
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1974 年 出 版 的 贝 氏 细 菌 鉴定 手册 第 八 版 123 RARE SUR GRE. FRERE 
形态 及 宿主 植物 范围 对 土壤 杆菌 属 分 类 的 。 致 癌 土 壤 杆 菌 有 三 种 ， 根 瘤 土壤 杆菌 (Ag- 
robacierium tumefaciens) 、 发 根 土壤 杆菌 (A. rhizogenes) 和 洛 钓 子 土 壤 杆 菌 A. 
rube) 。 但 正 是 1974 年 ， 从 致癌 土壤 杆菌 中 发 现 了 Ti 质粒 C133。 现 在 已 知 ， 土 壤 杆 菌 诱 
发 冠 瘦 的 能 力 C44]、 所 产 冠 瘦 类 型 515) 及 宿主 范围 (467 都 是 由 Ti 质粒 决定 的 。 这 种 质粒 
是 具 接 合 转移 特性 的 质粒 7]。 当 Ti 质粒 从 致癌 土壤 杆菌 转 到 无 致癌 力 的 土壤 杆菌 后 ， 
后 者 就 获得 原 致 癌 菌 株 所 带 的 全 部 致癌 特性 。 显 然 ， 上 述 分 类 方法 已 失去 依据 。 

Keaner18) 等 、Whitec199、Kersterst20] 等 分 别 根 据 菌 株 本 身 固有 的 其 它 特性 探索 土 
壤 杆 菌 属 各 菌株 客观 的 亲缘 关系 ， 各 自 提 出 了 一 些 分 类 系统 。 我 们 选用 他 们 进行 分 类 所 
依据 的 基本 鉴别 反应 ， 对 收集 到 的 国内 分 离 的 四 株 致癌 菌株 鉴定 。 从 表 1 可见， 致癌 菌 
株 S-1 和 B- 1 S-HiAETLMUZ DDR IE, JCRDHIRSEBRRERUN IINE, 但 利用 乳酸 起， 
在 芒 糖 、 甘 露 糖 为 碳 源 的 培养 基 上 生长 良好 、 微 产 酸 ， 石 划 牛 奶 反应 棕色 、 旺 中 性 ， 具 
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iHe, Ug Kersters 等 人 分 类 系统 第 一 乌 、White 分 类 系统 中 第 一 组 、Keane 等 人 
的 放射 土壤 杆菌 根 癌变 种 生物 I 型 一 致 。 致癌 菌株 K-8 和 702 3- HAE TUBE SON 79 fis 

能 利用 示众 糖 醇和 酒石酸 盐 ， 不 利用 乳酸 盐 ， 在 蔗糖 、 甘 趾 糖 为 碘 源 的 培养 基 上 生长 不 
良 ， 明 显 产 酸 ， 石 车 牛奶 反应 桃红 色 ， 呈 酸性 ， 只 有 很 弱 的 血清 带 。 它 们 与 Kersters 等 


当 。 


ARBE, White 的 第 三 组 以 及 Keane 等 人 的 放射 土壤 杆菌 根 癌变 种 生物 型 菌株 相 


由 于 没有 一 个 普遍 承认 的 土壤 杆菌 属 自然 分 类 系统 ， 文 献上 对 土壤 杆菌 菌株 命名 基 
本 上 滑 用 贝 民 手册 的 命名 法 。 现 根据 生理 生化 反应 、 所 得 苦 葛 卜 根 冠 痕 不 产 根 以 及 有 较 
广泛 的 宿主 范围 ， 我 们 暂 把 致癌 菌株 S- 1 和 B- 1 命名 为 根瘤 土壤 杆菌 生物 TRIER, 
致 瘤 菌株 信 -8 和 702 为 根瘤 土壤 杆菌 生物 工 型 菌株 。 
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ISOLATION OF AN ONCOGENIC AGROBACTERIUM STRAIN 
K-8 AND PRELIMINARY DETERMINATION OF SOME 
ONCOGENIC AGROBACTERIUM STRAINS 
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Abstract 


Some oncogenic Agrobacterium strains have positive reaction of 3-ketola- 
ctate on DYL medium and good growth ability in YBS medium with sucrose 
as carbon source, Other oncogenic Agrobacterium strains have negative reac- 
tion of 3-ketolactate reaction and bad growth ability in YBS medium, Using 
this relation, an oncogenic Agrobacterium strain K-8 was isolated from fresh 
and young crown gall of peach tree with media DYL and YBS. Four oncoge- 
nic strains isolated from China had been determined. The strain S- 1 and 
strain B-1 are strains of Agrobacterium tumefaciens Biotype [. The strain 


K-8 and strain 702 are strains of Agrobacterium tumefaciens Biotype J. 


